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論文内容の婆旨
留男
【同的】 Sphingomonaspaucimobilis由来の脂肪酸α水酸化酵素は、還元系の関与なしに過酸化水素の酸
素原子を脂肪酸のα位に導入するユニークなP450(P450spα)である。 P450s刊のアミノ酸配列を用いてデ
ータベース検索を行ったところ、 Bacillussubtilisの機能不明のybdT遺伝子陸物がP450!;p<>のホモロー
グであることがわかった。そこで、木研究ではybdT遺伝子段物の機能を解析・するため、組換えybdT遺伝
子序物を調製し、その諸性質について検Aした。
【方法】 ybdTj宣伝子はB.subtilisのケeノムを鋳型にPCRを用いて単離し、組換え蛋白を大腸菌に発現させ、
SDS-PAGE上単一にまで精製した。得られた組換え蛋白について、分光学的解析を行うとともに、過酸化水
素存在下にミリスチン酸を基質として反応させた時、その反応生成物を薄層クロマトグラフィ一、高速液
体クロマトグラフィー及びガスクロマトグラフー質量分析によって向定した。更に、反応生成物の立体
配置をキラルカラムを用いて高速液体クロマトグラフィーで分析した。
【結果】 ybdT遺伝子産物は分光学的に P450の特徴を示した。また、本遺伝子産物は過酸化水素存存卜に
ミリスチン酸を活発に代謝した。この時の反応生成物は βー ヒドロキシミリスチン酸及び、αー ヒドロキシミ
リスチン酸と同定され、前者は後者の約2倍生成していた。 βーヒドロキシ牛成物の立体配置はほぼ純
粋にD休であった。本j遺伝子産物は、直鎖脂肪酸のうちミリスチン酸を忌もよく利用したが、イソ酸、ア
ンテイソ酸についても代謝することができた。
【結論】ybdT遺伝子産物は P150spal司様、過酸化水素を用いて脂肪酸を水酸化するが、 α位炭素よりもβ
位炭素を攻撃した。また基質特異性及び立体配置の結果から、 βーヒドロキシ生成物は、通常の脂肪酸
β酸化系の代謝物とは異なり、 B.subtilisの産生するアシルペプチドの生合成に利用されているロJ能性が
示自立された。
論文審査の結果の要旨
通常、チトクロームP450(P450)はNADPHあるいはNA聞を電子供与体とし、 P450還元酵素により生成
した電子を受け取ることによって酸素分子を活性化し、脂肪酸などの基質に対しモノオキシゲナーゼと
して働く。ところが、当研究室で同定されたSphingomonaspaucimobilis由来の脂肪酸α水酸化酵素は、
還元系の関与なしに過酸化水素の酸素原子を非常に効率よく脂肪酸のα位に導入するユニークなP450
(P450spa)であった。そこで、 P150srαのアミノ酸配列を用いてデータペース検索を行ったところ、
Bacillus subtilisの機能不明のybdT遺伝子産物がP450sl'<1'のホモローグであることが判明した。本研究
はybdT遺伝子j生物の機能を解明するため、組換え山dT遺伝子産物を調製し、その諸性質について検討し
たものである。
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得られた組換え蛋白は分光学的にP450の特徴を有し、 P450sl'αと同様、少量の過酸化水素を利用して
非常に効率よく脂肪酸を水酸化した。しかし、 ybdT遺伝子産物は脂肪酸のα位のみならず、 β位も水
酸化し、 βーヒドロキシ脂肪酸の応を多く産生した。
更に阻害剤の影響について検討したところ、 ybdT遺伝子産物とP450spαでは阻害剤の効果に違いが見ら
れることから、へム周囲の環境が両者で異なる可能性が示唆された。
本遺伝子産物は直鎖脂肪酸のうちミリスチン酸を最もよく利用したが、イソ酸、アンテイソ酸について
も代謝することができた。更に本遺伝子産物の反応生成物である βーヒドロキシ脂肪酸は立体配置上に
ほぼ純粋にD体であった。以上の結果は、 B.subtilisの産生するアシルペプチド巾に見いだされる8・
ヒドロキシ脂肪酸部分の構造的特徴と合致していることから、 ybdT遺伝子産物による反応生成物が、
抗ウイルス作用等の生物活性を有するこのアシルペプチドの生合成に利用されている可能性が示唆された。
以上の如く、組換えybdT遺伝子産物を調製し、その諸性質を明らかにした。
本研究は、 P450の機能研究に対してのみならず、微生物山来の生理活性物質の研究に対しでも新たな知
見を付与するものと評価できる。よって本研究者は博士(医学)の学位を授与されるに値するものと判定
した。
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